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@ Verfahren zur Identifizierung von Wechselwirkungen zwischen Proteinen bzw. Peptiden 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Identifizierung von Wechselwirkungen zwischen Protei- 
nen bzw. Peptiden mittelsFluoreszenz-Resonanz-Energie- 
Transfer. 



CM 
<P 

in 

CO 
O) 



UJ 



BUNDESDRUCKEREI 03.99 902 018/15/1 



26 



DE 197 37 562 A 1 



1 

Beschreibung 



Die vorliegcndc EHindung bctriffl cin Vcrfahrcn zur Idcn- 
tifizierung von Wechselwirkungen zwischen Proteinen bzw. 
Pepiiden miltels Ruoreszenz-Resonanz-Energic-Transfcr. 

Die Identifizierung und Analyse von Wechselwirlcungen 
zwischen verschiedenen Proteinen bzw. Peptiden oder Frag- 
inenlen davon stcllt ein wichtiges Problem der biomedizini- 
schcn Forschung und Biotcchnologie dar. Endc dcr SOiger 
Jahre wurde deshalb eih System entwickelt, das unter der 
Bezeichnung "Yeast Two-Hybrid-System" in der Forschung 
groBe Bedeutung erlangt hat (Fields et al., Nature 340, S. 
245-247 (1989)). Dieses System basiert auf der £ntdek> 
kung, daB zellulare Transkriptionsaktivatoren, wie z. B. 
GAL4 Oder lexA aus Hefe, in zwei unabhangige Funktions- 
domanen zerlegt werden konnen. Beide Domanen sind nor- 
malerweise Bestandteil eines Proteins im Zellkem der Hefe- 
zelle, welches an bestimmte aktivierende Sequenzen ver- 
schicdcncr Ziclgenc bindct und dcren Transkription rcgu- 
liert. Dabei bindet die eine Domane, die DNA-Bindungsdo- 
mane (BD), spezifisch an eine bestimmte DNA-Zielsequenz 
(upsu-eam activating sequence) in der Nahe des Zielgenpro- 
motors. Die andere Domane, die Aktivierungsdomane 
(AD), crhdht die IVanskriptionsratc des Zielgens durch 
Wcchsclwirkung mil dcm Transkriptionsinitiationskomplcx, 
der am Promoior des Zielgens gebunden ist, Im "Yeast Two- 
Hybrid-System wird diese Struktur von Transkriptionsfak- 
loren in veranderter Form ausgenutzt. Die DNA-Bindungs- 
domane (BD) von GAM oder lexA wird dort als Fusions- 
protein mit cinem "Koderprotein odcr-peptid" in Hcfczellen 
exprimiert. Dieses Fusionsprotein besitzt auBerdem ein 
Kemlokalisierungssignal, durch welches es in den Zellkem 
der Hefe u-ansportiert wird. Das Koder- Fusionsprotein bin- 
det don an eine Zielsequenz (UAS), die sich in dem verwen- 
dcten Hefestamm in der Nahe dcr Promotoren von zwei Rc- 
portergenen (z. B. auxotropher Marker (HIS 3) und enzyma- 
tischer Marker lacZ)) befindet. Dadurch entsteht eine Kon- 
stelladon, in der das Koderprotein oder -peptid in direkter 
raumlicher Nahe des Reportergenpromotors exponiert wird. 
In dcrselbcn Hefezelle wird nun zusatzlich ein zwcites Fusi- 
onsprotein exprimiert. Dieses besteht aus dcr Aktivierungs- 
domane (AD) von GAL4 oder lexA und einem Beuteprotein 
Oder -peptid. Es besitzt ebenfalls ein Kemlokalisierungssi- 
gnal. Das Beute-Fusionsprotein wird also auch in der Zell- 
kem der Hefe transpordert. Falls nun das Beuteprotein und 
das an dcr UAS cxponicrte Koderprotein cine physikalischc 
Wechselwirkung miteinander eingehen, dann crhdht sich die 
statistische Wahrscheinlichkeit, daB die Aktivierungsdo- 
m^e sich in der Nahe des Reportergenpromotors aufh^t. 
Dadurch kommt es zu einer Steigerung der Transkription 
der Reportergene, deren AusmaB proportional zur Starke der 
Wechselwirkung zwischen Koder- und Beuteprotein ist. Das 
"Yeast Two-Hybrid-System" kann sowohl zur quandtaiiven 
Analyse bekannter Beute/Koderpaare als auch zur Idendh- 
zierung unbekannter Beuteproteine oder -pepdde verwendet 
werden. Dabei kommen als Beuteproteine z. B. eine cDNA- 
Bibliothek oder auch eine kombinatorische Peptidbibliothek 
in Frage. 

Trotz der oben beschriebenen -vielseitigen Anwendungs- 
bereiche weisi das "Yeast IXvo-Hybrid-System" Einschran- 
kungen aufgrund des transkriptionsabhangigcn Dctcktions- 
systems auf. Diese uretcn bcispielswcise dann auf, wcnn das 
Beute- und/oder Koderprotein selbst Lokalisierungssignale 
enthalten. Diese storenden Lokalisierungssignale sind z. B. 
hydrophobe Transmembrandomanen, wie sie in vielen 
Membranproteinen auftreten. Sie fiihren zu einem Transport 
des Fusionsprotcins in die Zcllmcmbran, wahrcnd das Kcrn- 
lokalisiemngssignal des Fusionsproteins ignoriert wird. 



Wechselwirkungen mil Proteinen, die solche Transmem- 
brandomanen aufweisen, konnen deshalb nicht detekliert 
werden. Ein weitcrcs Problem besteht bcim Screening zur 
Analyse von cDNA-Bibliotheken oder kombinatorischen 

5 Pepdd-Bibliotheken, die nur in begrenztem Umfang durch- 
zufQhren sind. Letztere stellen aufgrund ihrer Komplexizitat 
(z. B. mehr als 10 Billionen mogliche Varianten fiir ein Zeh- 
ncrpeptid) cin effizicntes Screening vor unlosbare Pro- 
blcmc. Die Analyse moglichcr Wechsclwirkungspartner er- 

10 folgt dabei bisher dadurch, daB maximal 500(X) transfor- 
mierte Hefezellen pro Agarplatte ausplattiert werden und 
zunachst 3-7 Tage im Brutschrank inkubiert werden. Dies 
bedeutet, daB ein typischer Ibst in der GrbBenordnung von 5 
Millionen moglichen Fuslonsproteinpaaren bereits die Ver- 
ts wendung von 1(X) Agarplatten erfordert, die durchgetestet 
werden miissen. So ist das "Yeast TNvo-Hybrid-Sysicm" fur 
diese Screening- Vorgange mit einem hohen Aufwand fUr 
Material, Zeit, Arbeitskraft und Kuliurraum verbunden. Au- 
Berdem ist kein automadsiertes Verfahren zur Analyse be- 

20 kannt, das den hohen Arbeitsaufwand fiir Laborkrafte redu- 
zieren und standardisieren wurde. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht deshalb 
darin, ein Verfahren zur Idendfiziening von Wechselwirkun- 
gen zwischen Proteinen bzw. Pepdden berdtzustellen, das 

25 die obigen Nachtcile vcrmcidct und dabei insbesondere au- 
tomadsiert durchgefiihrt werden kann. 

Diese Aufgabe wird durch die GegenstSnde der Patentan- 
spruche gelost. 
Insbesondere wird diese Aufgabe durch ein Verfahren ge- 

30 lost, in dcm mindestcns zwei Proteinc oder Pepdde an untcr- 
schiedliche fiuoreszierende Komponenten gekoppelt sind, 
wobei die Absorpdons- und Emissionsspekuien der fluores- 
zierenden Komponenten derart uberiappen, dafi Fluores- 
zenz-Resonanz-Eneigie-Transfer (FRET) moglich ist und 

35 die Komponenten durch eine Wechselwirkung zwischen den 
Proteinen bzw. Pepdden so zusammengebracht werden, daB 
FRET auftritt und gemessen wird. 

Ganz besonders wird die obige Aufgabe durch ein Ver- 
fahren gelost, in dem in einem Expressionssystem die gene- 

40 dsche Informadon fur mindcstens zwei Fusionspcpude bzw. 
-proteine aufweisend cincn Pcpdd- bzw. Protcinanteil und jc 
ein unterschiedliches fluoreszierendes Protein bzw. Pepdd 
in eine Wirtszelle eingebracht wird, wobei die Emissions- 
und Absorpdonsspektren der fluoreszierenden Proteine bzw. 

45 Peptide derart uberiappen, daB Ruoreszenz-Resonanz-Ener- 
gie-Transfcr (FRET) auftritt und in der Wirtszelle gemessen 
wird. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung soUen die Be- 
griffe "Protein" und "Pepdd" gegeneinander austauschbar 

50 sein und eine Anunosauren-Aneinanderreihung jeglicher 
Lange und KoinplexizitaL beinhallen, d. h. DipepUde, Oligo- 
pepdde, Polypepude, voUstandige Proteine, Fragmente da- 
von, Andkorper, Domanen, Epitope usw. Insbesondere kann 
es sich um kombinatorische Pepddbibliotheken oder die Ex- 

55 pressionsprodukte von cDNA-Bibliotheken handeln. Insge- 
samt unterliegen die auf Wechselwirkungen zu untersuchen- 
den Proteine/Pepdde keinerlei Beschrankungen und sind 
frei wahlbar. 

ErfindungsgemaB soil unter einer fluoreszierenden Kom- 
60 ponente ein Material bzw. soUen Pardkel verstanden wer- 
den, die an dcr Obcrflachc cine fluorcs/icncnde Markicrung 
aufweisen. Dies konnen Lalex-Pardkcl scin oder Matrices, 
wie sie fur die automausche Proteinsynthese ublich sind. 
ErfindungsgemaB soil unter Kopplung eine mehr oder 
65 weniger feste Bindung der fluoreszierenden Komponente an 
das bzw. die Proteine oder Pepdde verstanden werden, Diese 
Bindung kann mehr adsorpdvcr Natur sein oder es kann sich 
auf der anderen Seite auch um eine kovalente Bindung han- 
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deln. In einer bevorzugten Ausfiihrungsfonn konnen das 
Protein bzw. Peptid und die fluoreszieiende Komponente in 
Fonn cincs Fusionsproteins bzw. -pcptids vorliegcn. Die 
Kopplung kann auch mittels eines Linkers stattfinden. Die- 
ser umfaBl Verbindungen jeglicher Art, die zur ^rknCipfung 
zweier MolekUle geeignet sind. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren beruht auf dem Phano- 
incn dcs Fluoreszenz-Resonanz-Encrgiclransfcrs (FRET), 
dcr in Fig. 1 schcmaiisch gczcigt isi. Ein fluorcszicrcndes 
MolekUl absorbiert Pholonen mil einer charakteristischen 
Wellenlange und seizt die so aufgenommene Energie inner- 
haib kurzester Zeit durch Emission von Photonen wieder 
frei, was eine meBbaze Ruoreszenz hervorruft. Da wahiend 
dieses Prozesses ein gewisser Eneigieverlust duich War- 
meentwicklung auftiitt, hat das emittierte Photon einen cha- 
rakteristisch vemiinderten Energiegehalt und somit eine 
veranderte Wellenlange gegeniiber dem zuvor absorbierten 
Photon (Sioke'sche Verschiebung). Beide Parameter, nara- 
lich Absorptionswellcnlangc und Sioke'sche Verschiebung 
(und davon abhangig auch die Emissions wellenlange) sind 
charakteristische Parameter eines jeden fluoreszierenden 
Molekuls und hangen von dessen Deschaffenheit ab. Ein 
Ruoreszenz-Resonanz-Eneigie-lYansfer laBt sich nun mes- 
sen, wcnn zwci fluorcszicrcndc Molckiile in einer Mischung 
mitcinandcr in Wcchsclwirkung trctcn und die Adsoipdons- 
wcllenlange des einen mil dcr Emissionswellenlangc des an- 
deren uberlappt. In diesem Zusammenhang sei auf die Fig, 2 
und 3 hingewiesen. Wird durch Lichl der Wellenlange Xl 
das fluoreszierende Molekiil Fl angeregt, so emitdert Fl 
Lichl dcr Wellenlange A.1 + si, wobei si dcr Bctrag der Slo- 
ke'schen Verschiebung von Fl ist. Das zweite fluoreszie- 
rende Molekul F2 kann dieses Licht absorbieren, wenn sein 
Absorptionsmaximum X2 mil Al + si uberlappt oder im 
Idealfall ubereinslimmt. Das so durch XI + si angeregle F2 
wird seinerseils die Wellenlange X2 + s2 emittiercn. Da 
diese Wellenlange nicht charakterisdsch fUr Fl ist, kann 
man auf einen erfolgten Energietransfer zwischen Fl und F2 
schlieBen. Die Haufigkeit solcher Transferercignisse ist sta- 
dstisch. Die Effizienz des Energietransfers ist proportional 
zu r"^, wobei r der mitUerc Abstand zwischen den beiden 
fluoreszierenden Molekulen ist. Jcde Wechselwirkung zwi- 
schen den beiden Molekulen und jede Erhohung ihrer Affi- 
nilal zueinander, wird deshalb zu einem dramatischen An- 
siieg in der Haufigkeit von Energieu^nsferereignissen und 
damit zu einer meBbaren Erhohung des FRET fUhren. FRET 
kann somit als Indikator fOr die Afiinitat zwischen fluores- 
zierenden Molekulen herangezogen werden. Die Detekdon 
von FRET kann durch bekannte fluorometrische Methoden, 
z. B. fluoreszenzaktivierteZellsortierung (FACS) oderFluo- 
reszenzmikroskopie, erfolgen. 

In einer bevorzuglen Ausfuhrungsfomi der vorliegenden 
Erfindung wird die genedsche Information fur zwei Fusi- 
onsproteine (im nachfolgenden A und B genannt) gemein- 
sam in einer Winszelle, bevorzugt eukaryotischen Zelle, ex- 
primiert und Anderungen im Huoreszenzspektrum dieser 
Zelle als Krilerium fur eine mogliche Wechselwirkung zwi- 
schen den Fusionsproteinen herangezogen. 

Dabei besteht das Fusionsprotein A aus einem Protein 
bzw Pepdd (auch KaderproteinZ-pepdd genannt), fUr die ein 
unbekannter Wechselwirkungspanner idendflziert oder ein 
bckannler Wechselwirkungspanner charaklcrisicrt werden 
soil. Das Kodcrprotcin ist mil einem fluoreszierenden Pro- 
tein (FP-A) gekoppelt. Das Fusionsprotein B besteht aus ei- 
nem bekannten oder unbekannten Protein bzw. Pepdd (auch 
Beuteprotein/-pepud genannt), dessen physikalische Bin- 
dungsfahigkeit charakterisiert werden soli. Das Beutepro- 
tein ist an ein anderes fluorcszierendes Protein (FP-B) ge- 
koppelt. 
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Die fluoreszierenden Proteine bzw. Peptide FP-A und FP- 
B zeichnen sich dadurch aus, daS sich die Emissions- und 
Absorplionspckuren von FP-A und FP-B dcrart iiberlappcn, 
daB Fluoieszenz-Resonanz-Eneigie-Transfer zwischen den 
5 beiden Molekulen maglich wird. DafUr in Frage kommt das 
Green Fluorescent Protein aus Aequorea victoria (GFP) und 
vcrschiedene seiner Mutadonsvarianten. Die fUr diese fluo- 
reszierenden Proteine kodierenden cDNAs sind kauflich er- 
haltlich (z. B. Fa. Clontcch, Palo Alto, USA). Bevorzugt 
10 wird fiir FP-A das Blue Fluorescent Protein (BFP) und fiir 
FP-B das Green Ruorescent Protein (GFP) eingesetzt. BFP 
kann mil einer WellenlSnge von 380 nm angeregt werden 
und emitdert maximal bei 440 nm. GFP hingegen wird ma- 
ximal bei 488 nm angeregt und emitdert bei 507 nm. Die 
IS Enussion bei 507 nm wird signifikant erhoht werden, wenn 
es durch Protein-Protein- Wechselwirkungen zum Fluores- 
zenzenergieiransfer zwischen FP-A (BFP) und FP-B (GFP) 
kommt. ErfindungsgemaB ist es natiirlich auch moglich, fiir 
FP-A das Green Ruorescenl (GFP) und fur FP-B das Blue 
20 Fluorescent Protein (BFP) einzusetzen. 

Die Fusion der genedschen Information des fluoreszie- 
renden Proteins FP-A mil dem Koderprotein und des fluo- 
reszierenden Proteins FP-B mil dem Beuteprotein erfolgt 
iiber molekularbiologische Standardmedioden, die dem 
25 Fachmann bestens bekannt sind. Dazu wird die kodierende 
DNA-Sequenz eines Koderproteins mil der kodierenden 
DNA-Sequenz des fluoreszierenden Proteins FP-A z.B. 
mittels enzymadscher Ligadon verbunden und gemaB Stan- 
dardmethoden in einen geeigneten Expressionsvektor klo- 
30 niert. AuBerdcm wird die kodierende DNA-Sequenz eines 
Beuteproteins mit der kodierenden DNA-Sequenz der fluo- 
reszierenden Proteins FP-B z. B. mittels enzymadscher Li- 
gation verbunden und gemaB Standardmethoden in einen 
Expressionsvektor kloniert Es kann hier jeweils auch eine 
35 beliebig komplexe Population von K5der- und Beuteprotei- 
nen verwendet werden, um eine Bibliothek moglicher 
Wechselwirkungspartner zu erstellen, Unter genetischcr In- 
formation sowie kodierender DNA-Sequenz soil erfin- 
dungsgemaB cDNA oder genomische DNA, bevorzugt 
40 cDNA, verstanden werden. 

Als Expressionsvektor eignen sich die dem Fachmann be- 
kannten ubiichen Vektoren. Allerdings sollien diese eine ge- 
trennte Selektion von "K6derproiein-Vektor" und "Beute- 
protein- Vektor" in den Wirtszellen ermoglichen, z. B. durch 
45 unterschiedliche Antibiotikaresistenzgene (z. B. AmpicilUn, 
Kanamycin, Chloramphenicol, Streptomycin, Tcu-acykline, 
Sulfonamide) oder unterschiedliche auxotrophe Marker 
(z. B. LEU2, HIS3 oder TRPl). Es ist jedoch auch m5glich, 
beide Fusionsproteine gemeinsam in einen bicistronischen 
SO Expressionsvektor zu kombinieren. Geeignete Expressions- 
vektoren sind fur die Expression in E. coli z. B. pGEMEX, 
pUC-Derivate, pGEX-2T, pET3b, pQE8 oder pQE42, fur 
die Expression in Hefe pYlOO, Ycpadl, pGBT9 oder 
pGAD424, fiir die Expression in tierischen Zellen pKCR, 
55 pEFBOS, cDM8 und pCEV4. Fur die Expression in Insek- 
tenzellen eignel sich besonder?; der Baculovirus-Exprcssi- 
onsvektor pAcSGNt-A. 

Femer kennt der Fachmann Verfahren und Wirtszellen, 
um den Expressionsvektor und das durch ihn kodierte Fusi- 
60 onsprotein zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen umfas- 
sen die E. coli Slammc HBlOl, DHl, xl776, JMlOl, 
Jml09, BI21 und SG 13009, den Hefcstaimn Saccharomy- 
cescerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Y 190, CGI 
945, EGY48 oder HF7, die tierischen ZeUen L, 3T3, FM3A, 
65 CHO, CQS, Vero und Hela sowie die Insekienzellen Sf9. 
Geeignete Zellen, bevorzugt Hefezellen, werden mit dem 
bzw. den Exprcssionsvektorcn transformien (scquenticll 
oder synchron) und bevorzugt unter doppelter Selektion ver- 
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mehrt. 

AnschlieBend wird die Fluoreszenz der Zellen beim Ab- 
sorptionmaxiinum cines der bcidcn fluoreszierendcn Pro- 
teine (bevorzugt beim Maximum von FP-A) angeregt, beim 
Emissionsmaximum des anderen fluoreszierendcn Proteins 5 
(bevorzugt von FP-B) gemessen und das MeBergebnis als 
Selektionskfiterium bei der Isolierung und Klonierung von 
2^1 Icn hcrangczogcn, die ein polenliellcs Wcchsclwirlcungs- 
paar bcinhaltcn. Dicsc Mcssung wird zuvor durch Zellen ka- 
libriert, in denen FP-A und FP-B in verschiedene Vektoren to 
kloniert exphmiert werden, ohne jedoch mil einer weiieren 
Proteindom^e fiisioniert zu sein (Negativkontrolle). Als 
PositivkontroUe kann ein Fusionsprotein dienen, in dem FP- 
A und FP-B (ohne Koder- oder Beuteprotein) in der oben 
beschriebenen Weise aneinander gekoppelt werden und so- 15 
mil eine maximaie raumliche N^e zwischen FP-A und FP- 
B gegeben ist. 

Die Anregung der Fluoreszenz erfolgt bevorzugt mittels 
Laser. Die Mcssung auf FRET erfolgt unler Vcrwcndung ge- 
eigneter Filierkombinationen, die vom Fachmann in Abhiin- 20 
gigkeit von den Absorptions- und Emissionsmaxima der 
verwendeten fluoreszierenden I¥oteine ausgewahlt werden 
kdnnen. Entsprechend der Grundlagen von FRET muB jede 
Wcchsclwirkung zwischen den Fusionsprotcincn zu eincm 
Ansticg von FRET ftihren, der nach geeignetcr Kalibricrung 25 
des Systems detektiert werden kann. Diese Detektion erfolgt 
fiir die Untersuchung bekannter Koder/Beute-Paare bevor- 
zugt fluoreszenzmikroskopisch. Fiir das Screening von 
cDNA-Bibliotheken oder kombinatorischen Peptidbiblio- 
thckcn erfolgt die Mcssung bevorzugt mittels fluorcszcnzgc- 30 
steuerter Zellsortierung (FACS). 

Zur weiteren Identifikation der durch FRET ermittelten 
Wechselwirkungspartner werden diese auf Agarplatten aus- 
plattien und aus den individuellen Kolonien Plasmid-DNA 
isolicrl. Diese konnen dann mittels Standardmethoden se- 35 
quenziert werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren hat beispielsweise fol- 
gende bevorzugte Anwendungen: 

- Ein bckanntes Paar moglicher Wcchselwirkungs- 40 
partner wird gemeinsam in einer Wirtszelle exprimicrt 
und deren resultierendes Fluoreszenzspektrum mit dem 
von Negativ- und Positivkontrollen bzw. anderen 
Wechselwirkungspartnem verglichen; 

- Ein Koder-Fusions-Protein wird mit einer beliebig 45 
komplcxen Mischung von Beutc-Fusions-Proteincn 
(gemeinsam oder sequentiell) in geeignete Wirtszellen 
U'ansformiert bzw. transfiziert und zwar mdglichst so, 
daB jede Zelle nur ein definiertes Paar von moglichen 
Wechselwirkungsparmem tragt bzw. eine kleine 50 
Gruppe solcher Paare. Aus der so entstehenden Wins- 
zellpopulationen werden dann die Zellen isoliert, die 
einen signifikanlen FRET aufweisen und somit ein po- 
tentielles Wechselwirkungspaar exprimieren. Durch 
Isolierung der in diesen Zellen enthalienen Expressi- 55 
onsvektoren kann dann leicht die Sequenz der beteilig- 
ten Wechselwirkungspartner bestimmt werden. Die 
Mischung der Beuteproteine konnte z. B. aus cDNA- 
Bibliotheken oder aus kombinatorischen Peptidbiblio- 
theken bestehen. 60 
Auch das Koderprotein konnte durch cine Population 
vcrschicdcncr Prolcinc vcrtrclcn sein. Dadurch ist cs 
beispielsweise raoglich, eine Interaktionmauix zu be- 
stimraen, z. B, indem eine cDNA-Bibliothek auf mog- 
liche Wechselwirkungspaare zwischen unbekannten 65 
Proteinen durchsucht wird; 

- Ein bckanntes Paar von wcchselwirkcncndcn Fu- 
sionsproteinen mrd gemeinsam in Wirtszellen expri- 
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mieit und der Ruoreszenztransfer zwischen den beiden 
Fusionsproteinen ermittelt. Dann wird ein drittes Pro- 
tein oder Peptid in densclben Wirtszellen exprimiert 
und dessen EinfluB auf den FRET zum Analysekrite- 

rium gemachi, Auf diese Weise kfinnen Proteine oder 
Peptide ermittelt werden, die ein existierende Wechsel- 
wirkung zwischen bekannten Wechselwirkungspart- 
nem storen oder abcr vcrstarken. 

Die Vorteile des erfindungsgemaBen Verfahrens liegen 
darin, daB es im Gegensatz zum "Yeast Two-Hybrid-Sy- 
stem" unabhangig von Uranskriptionsregulierenden Mecha- 
nismen ist und die Lokalisierung der Fusionsproteine im 
Kern unerheblich ist. So konnen beispielsweise auch intalcte 
Membranproteine als Koderprotdn verwendet werden. 

Zusatzlich besteht die Moglichkeit einer automatisierten 
Zellsortierung. Dadurch kann eine hohe Screeningkomple- 
xizitat erzielt werden. Durch Kombination einer pharmako- 
logisch inleressanten Ziel sequenz mit einer kombinatori- 
schen Pcptidbibliothek konnen mehrere Millionen Peptidli- 
ganden pro Zeiteinheit gescreent werden. Das erfindungsge- 
maBe Verfahren zeichnet sich dabei gegentiber bekannten 
Verfahren, mit denen dies mdglicherweise gar nicht durch- 
ftihrbar gewescn ware, durch cine cnonne Zeit- und Arbcits- 
erspamis aus. 

Die Erfindung wird weiter anhand der Figuren beschiie- 
ben, welche zeigen: 

Fig. 1 Schematische Darstellung von Ruoreszenz-Reso- 
nanz-Energieu-ansfer (FRET) 

Fig. 2 Schematische Darstellung der Encrgievcrschie- 
bung 

Fig. 3 Schematische Darstellung von FRET anhand der 
Wechselwirkung von Koderprotein mit Beuteprotein 
Fig. 4 Genkarte des Expresssionsvektors pGBT9 
Fig. 5 Genkarte des Expressionsvektors pGAD424 
Die Erfindung wird weiter anhand des nachfolgenden 
Ausflihningsbeispiels beschrieben. 

BEISPIEL 

Zunachst wird ein geeigneics Vektorcnsystem konsiruiert. 
Hierzu werden die Plasmide pGBT9 (#K-1605-A), 
pGAD424 (#K1605-B) der Firma Clontech (Palo Alto, US) 
sowie die Plasmide pRSET B-P4-3 und pRSET B-S65T 
(Heim und Tsien. Current Biology 1996. 6: 178-182) be- 
nutzt. 

pGBTQ ist ein moglicher "Koderproteinvektor" des Yeast 
Two Hybridsystems, das von Gontech vertriebcn wird. Der 
Vektor enthalt ein Ampicillinresisienzgen zur Selektion in 
Baklerien, ein TRPl Gen zur auxoirophen Selektion in 
Hefe, sowie eine Expressionskassette fiir die DNA-bin- 
dende Domane des GALA Transkriptionsfaktors (Fig. 4, 
Cloniech Matchmaker "GAL4 1\vo-Hybrid Vectors Hand- 
book, #PT3062-1) unter der KonUolle eines Alkoholdehy- 
drogenasepromolors (ADHl) zur Expression in Hefe. Die 
GAL4-DNA bindende Domane ist ein essentieller Bestand- 
teil des Yeast Two-Hybrid Systems. 

Fiir den erfindungsgem^en Zweck wird die GAL4 DNA- 
bindende Dom^e mitsamt ihrem Kemlokalisationssignal 
entfemt, indem sie uber einen HinDni/-BcoRI-Resuiktions- 
verdau ausgcschnitten wird. 

pGAD424 ist ein moglicher "Beuteprotein vektor" des Ye- 
ast l\vo-Hybrid Systems (Fig, 5). Dieser Vektor ist ahnlich 
aufgebaut wie pGBT9, nur daB er statt des TRPl -Markers 
ein LBU2 Gen fur die Selektion in Hefe enthalt und statt der 
GAL4 DNA-bindenden Domane die GAL4 Aktivienings^ 
domane enthalt. 

Fiir den erfindungsgemaBen Zweck wird auch aus diesem 
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Vektor die GAL4 Aktivierungsdomsine durch einen Hin- 
. Dm/BcoRI Verdau entfemt. Dazu werden zunachst weitere 
irn Vektor bcfindlichc HinDTII SchnilUtcUen uber Parlial- 
vcrdau, AuffuUen der Schniltstelle mit Pfu-Polymerase und 
anschlieBend er "blunl-end- Ligation" entfeml. 5 

Die kodierenden Sequenzen der GFP- Varianten S65T und 
P4-3 aieim und Tsien, Current Biology 6: 178-182 (1996) 
wcrdcn nun durch PGH amplizifiert und an ihren 5' und 3*- 
Endcn mit HinDIII bzw. EcoRI-SchnitlstcIlcn vcrschcn. 
Dazu werden die Oligonucleotidprimer GFP-EcoRl-3'(5 - 10 
CGGGAATrcrrTGTATAGTTCATCCAT-3'), sowie GFP- 
HinDUl-5'(5'-TCCAAGCTIATGAGTAAAGGAGAA- 
GAAdT-3') (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) verwcndei. Da 
die kodierenden Sequenzen von P4-3 und S65T in ihren 5* 
und 3'-terniinalen Regionen identisch sind, kann das gldche is 
Primerpaar fiir beide Reaktionen verwendet werden. 

Die so gewonnenen kodierenden Sequenzen von P4-3 
und S65T werden nun iiber eine Gelelektrophorese aufgerei- 
nigl und durch cine Ligascreaktion in die wic obcn bcschric- 
ben vorbereiteten Vektoren pGBT9 und pGAD424 klonien. 20 
Die resultierenden KonsUiikte pGBT-BFP und pGAD-GFP 
enthalten nun die kodierende Sequenz des Blau Fluoreszie- 
renden Proteins BEP (P4-3) bzw. des Grun Fluoreszierenden 
Proteins GFP (S65T) unicr der Konuiollc des ADHl-Promo- 
tors zur Expression in Hefe. Beiden GFP- Varianten ist au- 25 
Berdem der urspriingliche Polylinkcr der Plasniide pGBT9 
und pGAD424 nachgestellt. Sie erseizen die fiir das Yeast 
Two-Hybrid System essentiellen Komponenten des GAL4 
Transkriptionsfaktors. 

Die gewonnenen Plasmidc werden nun in kompctente 30 
Zellen E.coli DH5a (Gibco BRL) Uransformien und in am- 
picillinhaltigem LB-Medium amplifiziert. Nacb einer Plas- 
midpraparation durch Qiagen Kits steht somit ein geeignetes 
Vektorensystem zur VerfUgung. 

Als Betspiel fiir ein geeignetes Koderprotein dienl die C- 35 
lerminale Dom^e des Purinrezeptors P2X2 (Brandle et ai., 
FEBS Lett. 404: 294k-298 (1997)). Davon wird die in ei- 
nem Vektor vorliegende cDNA verwendet. Durch eine PCR 
Amplifikation wird die Domane zwischen der Transmem- 
brandomane TM2 und dem inlrazellularen C-Temiinus am- 40 
plifiziert. Dazu werden die Oligonukleotidpriraer P2X2-5' 
(5-CGGGAArrCACGTTCATGAACAAAAAC-3') und 
P2X2-3' (S'-TTAGGATCCTCAAAGGGCCAA- 
ACCTITGGGGTC-3') verwendet. Das gewonnene Frag- 
ment wird dann Uber die Resuiktionsschnittstellen EcoRI 45 
und BamHI in den Vektor pGBT-BFP klonicrt und in der iib- 
lichen Weise amplifiziert. 

Far eine geeignete Bibliothek von Beuteproteinen wird 
eine mRNA-IsoIierung aus Rattenhim und cDNA-Synthese 
bei einer Firma in Auftrag gegeben, die solche Servicelei- 50 
siungen kommer/.iell anbieten, z. B. Clontech oder Strata- 
gene. Die so erhallene cDNA wird dann in der iiblichen 
Weise iiber die EcoRI Schnittsteile in den vorbereiteten und 
amplifizierten Vektor pGAD-GEP klonieri, in hochkompe- 
tente E-coli Zellen (Library Efficiency DH5a, GibcoBRL) 55 
transformiert und in der fur cDNA-Bibliotheken iiblichen 
Weise amplifiziert (siehe z. B. Current Protocols in Molecu- 
lar Biology, Wiley). 

Um beide Konstrukte in Hefezelien zu bringen, werden 
kompetente Zellen des Hefestamms EG Y48 (Fa. Invitrogen) 60 
hcrgcstellt. (Diescr Hefcsiamm Uiigt zwei Mulationcn, die 
die Gene lcu2 und U-pl funktionslos rnachcn. Dicsc Mulalio- 
nen konnen durch die TRPl und LEU2 Gene der Vektoren 
kompensiert werden). Dazu wird die Lithiumacetat-Me- 
thode enlsprechend dem Clontech TVo-Hybrid Handbuch 65 
benulzt (#PT3024-1) unter Verwendung des Yeastmaker 
Transformationssystems (Clontech, #K1 k606-l). Die ge- 
wonnenen kompetenten Hefezelien werden zunachst mit 
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dem Beuteplasmid pGBT-BFP-P2X2 transformiert und auf 
tryptophanfreien Agrarplatten ausplattiert. Die IVansfor- 
manten werden dann in U^ptophanfrciem Flussigminimal- 
medium vermehrt und nach der Lithiumacetatmethode wie- 
der kompetent gemacht. £s erfolgi dann eine 'lYansfonna- 
tion im BibliotheksmaSstab, wieder entsprechend dem 
Clontech Handbuch. Dieser TVansformationsansatz wird fiir 
mehrcrc Stunden in einer Schuttelkultur in uyptophan- und 
leucinfreicm Flussigminimalmcdium amplifiziert, bis die 
miulere Logphase erreicht ist. Dann werden die Zellen fiir 
5 Minuten bei 1(XX) g abzentrifugiert und in Wasser resus- 
pendiert und auf eine Zelldichte von 10^ pro Milliliter ver- 
dtinnt. 

Die so gewonnene 2^11suspension wird dann in einen 
fluoreszenzaktivierten Zellsorter vom Typ FX-Elite-ESP 
(Coulter) eingespeist und mit einer ZShirale von circa 
20,0(X) Zellen pro Sekunde vermessen. Es wird mit einem 
50 mW UV-Laser im Bereich des Absorptionsmaximums 
von P4-3 bei 380 nm angeregt und die Emission im Emissi- 
onsmaximum von S65T bei 511 nm gemessen. Zellen, die 
den unspezifischen Hintergrund signifikant iiberschreiten, 
werden in Mikrotiterplatten mit leucinfireiem Minimalme- 
dium gesammelt und durch Schiitteln bei 3(y'C vermehrt 
Die so isolicrtcn ZcUklonc werden dann zur Isolierung der 
pGAD-GFP-Library Plasmide herangezogen, unter Verwen- 
dung der im Clontech-Handbuch beschriebenen Standard- 
methoden. 

Zur KontroUe werden die isolierten Klone dann in die He- 
fezelien zurucku^nsformiert und zwar einmal mit dem K6- 
derplasmid pGBT-BFP-P2X2 und zum andercn mit dem lee- 
ren Koderplasmidvektor pGBT-BFP. Die Fluoreszenzspek- 
tren der beiden Transformanten werden dann verglichen, um 
solche Interaktionskandidaten auszuschlieBen, die direkt mit 
dem Blau Ruoreszierenden Protein, nicht aber mit dem K5- 
derprotein intcragiercn. 

So verifizierte Kandidaten werden dann wieder auf selek- 
tiven Minimahnediumplatten ausplatdert und die Sequenz 
der potentiell interagierenden Beutedomane durch Stan- 
dardmethoden der Molekularbiologie bestimmt. 

Patenlanspruche 

1. Verfahren zur Identifizierung von Peptid- bzw. Pro- 
teinwechselwirkungsparmem, dadurch gekennzeich- 
net, da6 mindestens zwei Peptide bzw. Proteine an un- 
tcrschiedlich fluoresziercnde Komponenten gekoppclt 
sind, wobei die Absorptions- und Emissionsspektren 
der fluoreszierenden Komponenten derart Uberlappen, 
dafi Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer moglich 
ist und die fluoreszierenden Komponenten durch eine 
Wechselwirkung zwischen den Proteinen bzw. Pepti- 
den so zusammengebracht werden, daB FRET auftrill 
und gemessen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Peptide bzw. 
Proteine und fluoreszierenden Komponenten in Form 
von Fusionspeptiden bzw. -proteinen vorliegen und de- 
ren genetische Information in Wirtszellen in einem Ex- 
pressionssystem eingebracht wird und FRET dort ge- 
messen wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die fluo- 
reszierenden Komponenten mil ubcrlappendcn Emissi- 
ons- und Absorplionsspcku-cn Blue Fluorcsccnl Pro- 
tein und Green Fluorescent Protein aus Aequorea vic- 
toria sind. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, wobei die Wirts- 
zellen Hefezelien sind. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei 
die Messung des Fluoreszenz-Resonanz-Eneigie- 
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Transfers mittels Fluoreszenzmikroskopie oder fluo- 
reszenzgesteuertcrZellsoniening (FACS) erfolgt. 

6. Vcrfahrcn nach eincm dcr Anspriichc 1 bis 5, wobci 
die Anregung der Fluoreszenz mittels Laser geschieht 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 5, wobei 
der Protein- bzw. 

Peptidanteii des Fusionsproteins bzw. -peptids aus ei- 
ncr kombinalorischcn Peptidbibliothek stamniL odcr 
das Expicssionsprodukt cincr cDNA-Bibliothek ist. 
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FIG. 3 

Absorptionsmaximum von FP-2 
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T - Transknptionsierminations - Sequenz 
A = SV 40 Kernlokalisationssignal 
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T = Transkriptionsterminations- Sequenz 
Ar SV40 Kernlokalisationssignal 
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